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摘$要!目的$研究广西养殖场"农贸市场及餐饮场所牡蛎中诺如病毒的污染状况!对广西养殖牡蛎中诺如病毒

可能引发的发病风险进行评估# 方法$采用荧光逆转录/聚合酶链式反应$34/+-3%法对广西养殖场"农贸市场"

餐饮场所牡蛎样品中诺如病毒污染状况进行检测!采用 3DXY 3MEKQT软件对牡蛎中诺如病毒进行半定量风险评估#

结果$!9( 份牡蛎样品中诺如病毒总检出率为 ##6(!7 $"’;!9(%!其中养殖场及农贸市场检出率分别为 #"69’7

$’9;%!(%"#%6"(7$#";#%(%!餐饮场所牡蛎样品未检出诺如病毒&基因分型结果显示检出的诺如病毒均为 B$型#

风险评估结果显示!加工后食用和生食的风险评分为 !! 和 :) 分!分别为中度和高度风险!预计食用者每人每天患

病的可能性分别为 ’6%5 h#( k:和 ’6%5 h#( k% !预计广西每年患病人数分别为 ’6#( h#(’ 和 ’6#( h#() 人# 结论$

广西养殖场及农贸市场牡蛎中诺如病毒污染情况较为严重!污染的诺如病毒基因型均为 B$型!不生食牡蛎及食

用前有效的加工处理是减少诺如病毒食源性疾病发生的有效方法#
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$$牡蛎"俗称生蚝"属贝类"相关研究结果 )#* 表
明"牡蛎在滤食时"其消化腺会富集大量的致病因
子"如副溶血性弧菌(甲型肝炎病毒(诺如病毒
#G!"!M3"1&"Al$等’ Al属人类杯状病毒科诺如病
毒属"其感染所需剂量低"#9 d% 9(( 个病毒粒子即
可引发感染 )%/’* ’ 已有研究 )!*证实 %(()!%((9 年广
西南宁市成人腹泻散发病例中粪便标本的 Al总阳
性率为 %:6’(7’ 目前对广西养殖牡蛎中 Al污染
状况进行调查研究的报道很少"更缺乏对牡蛎从养
殖到餐桌全过程 Al污染状况的调查’ 本研究在
%(#! 年 # d#% 月分别从养殖场(农贸市场及餐饮场
所采集养殖牡蛎样品进行 Al污染状况的监测"了
解不同来源 Al的污染水平及基因分型情况"并对
养殖牡蛎两种食用方式导致的 Al感染风险进行评
估"据此找出控制感染的关键点’

#$材料与方法
#6#$材料
#6#6#$样品采集

%(#! 年 # d#% 月"在南宁市青秀区农贸市场采
集带壳牡蛎样品 #%( 份(餐饮场所采集直接食用的
熟制#碳烤$牡蛎样品 #%( 份"在北海市两个养殖场
采集带壳牡蛎样品 %!( 份’ 根据牡蛎重量"! d9 只
为一份待测样品’ 样品运输过程温度维持在 ( d
" g"抵达实验室后无法当天检测的样品保存在
k9( g冰箱"并确保样品最多低温冷冻 # 次’
#6#6%$主要仪器与试剂

-1J5: 荧光定量 +-3仪#新加坡 CDO/3MR$(全
自动核酸提取仪#美国 ,D>Q4Q=?EOPOKDQX$("9#(3低
温高速离心机’

M[\DOE 3A8 提 取 试 剂 盒 # 美 国 ,D>Q
4Q=?EOPOKDQX$"诺如病毒 B#;B$核酸检测试剂盒
#江苏硕世生物科技有限公司$"甘氨酸缓冲液#配
方含 (6# [OP;,甘氨酸"(6’ [OP;,AM-P"Z*j56"$"
#:7聚乙二醇#+SB$ 9((( 溶液 #配方含 #:7 +SB

9((("(6"%" [OP;,AM-P$"异丙醇(氯仿(无水乙醇
均为分析纯"所有试剂均在有效期内使用’
#6%$方法
#6%6#$Al的富集

参考邓丽丽等 )"*的方法"但有所改动’ 取牡蛎
消化腺 " K"剪碎后加入 ’" [P甘氨酸缓冲液"组织
匀浆器中速匀浆 # d’ [DE&置涡旋振荡器剧烈振荡
’( [DE&! g #( ((( hI 离心 ’( [DE&取上清至 "( [P
离心管中"加入 #" [P氯仿"置涡旋振荡器剧烈振荡
#( [DE&! g #( ((( hI 离心 ’( [DE&取上清至 "( [P

离心管中"加入等体积的 #:7 +SB9((( 溶液"充分
混匀后调节 Z*值至 )6( d)6%"于 ! g沉淀 ! ?&
! g #( ((( hI 离心 " [DE&弃上清"沉淀用 %(( !P
(6% [OP;,AM%*+G! 溶液重悬"置涡旋振荡器剧烈
振荡 " [DE&! g #( ((( hI 离心 " [DE"取上清进行
病毒 3A8提取’
#6%6%$Al3A8提取

使用全自动核酸提取仪按照 M[\DOE 3A8提取
试剂盒的操作步骤进行 Al3A8的提取"提取好的
3A8最后洗脱至洗脱缓冲液中"3A8洗脱缓冲液可
置于 k9( g冰箱保存’
#6%6’$Al核酸检测

采用荧光逆转录/聚合酶链式反应 #34/+-3$
法"使用诺如病毒 B#;B$核酸检测试剂盒"按试
剂盒要求配制反应体系’ 反应条件%"( g预变性
’( [DE&5" g变性 " [DE&5" g退火 #( X""" g延伸
!( X收集荧光"!" 个循环&检测通道为 180(l@-’

扩增结果及基因型别检出与否按以下规则判定%
180通道为 B#型"l@-通道为 B$型&结合扩增曲
线"循环阈值#-U值$&’" 且曲线呈 L 型为阳性&-U

值 q’9 判定为阴性&’" p-U值 p’9 时为可疑值"需
重新检测’
#6%6!$阳性(阴性(空白及过程控制对照

使用本单位 %(() 年发生在广西的一起暴发急
性胃肠炎疫情粪便标本#编号为 C.%(()(((#$为阳
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性对照"磷酸盐缓冲液为阴性对照"按照病毒 3A8
提取试剂盒的方法"与样品同时进行提取’ 使用去
除 3A8酶和 IA8酶的水为空白对照"门果病毒作
为过程控制对照’
#6%6"$风险评估方法

采用 3DXY 3MEKQT软件进行评估’ 本研究主要
基于牡蛎的两种食用方式 #加工后食用和直接生
食$导致 Al感染的风险进行评估’ 该评估模型在
S‘=QP中建立"共设计了 ## 个问题"通过回答 ## 个
问题"最终用 ( d#(( 之间的数字来表示风险的级
别’ 其中"( 代表没有风险" p’% 为低风险"’% d!9
之间为中度风险" q!9 为高度风险"#(( 代表人群中
每人每天会食入 # 次含有某种危害致死剂量的
食物’
#6’$统计学分析

采用 L+LL %( 软件进行数据分析"率的比较采
用 #% 检验"检验水准 $j(6(""Cp(6(" 为差异有统
计学意义’

%$结果
%6#$牡蛎样品 Al检出率总体情况

!9( 份牡蛎样品中"#%( 份熟制牡蛎样品未检出
Al&’:( 份未加工的牡蛎样品中""’ 份检出 Al"检
出率为 #!6)%7"检出的 Al均为 B$型’
%6%$不同来源牡蛎中 Al污染状况

本研究分别从养殖场(农贸市场及餐饮场所共
采集 !9( 份牡蛎样品"其中餐饮场所牡蛎样品未检
出 Al"养殖场及农贸市场牡蛎样品中 Al检出率分
别为 #"69’7#’9;%!($(#%6"(7##";#%($"二者 Al

检出率差异无统计学意义 ##% j(6)(9"Cq(6("$"

见表 #’

表 #$不同来源牡蛎样品中 Al检出率

4M\PQ#$IQUQ=UDOE TMUQO>AlDE OVXUQTM==OTRDEKUO

RD>>QTQEUXOHT=Q
样品来源 样品份数 检出份数 检出率;7

养殖场 %!( ’9 #"69’

农贸市场 #%( #" #%6"(

餐饮场所 #%( ( (6((

合计 !9( "’ ##6(!

%6’$风险评估结果
%6’6#$危害识别

Al引起的感染性腹泻以恶心(呕吐(腹痛及水
样便多见"部分患者有头痛(肌肉痛等症状"所有年
龄组人群对该病毒均敏感"常自愈"但不断出现的
新流行株对人体健康造成很大威胁"尤其对儿童(
老人及免疫力低下人群"有时可导致严重脱水甚至
死亡’ 所以危害级别定为轻微危害"仅部分患者需

要接受治疗’
%6’6%$暴露评估

##$产品消费情况%消费频率#a’$来源于方志
峰等 ):*%((5 年对广西六市县居民膳食调查报告"
%((5 年鱼虾类摄入量为 ’:6( K;R"假设牡蛎占鱼虾
类的比例为 #(7及每人每次消费 #(( K"则牡蛎消
费频率为 #’6#! 次;年"约为 # 次;月&消费产品的人
口比例#a!$来源于陈玉柱等 ))* %(#% 年对广西五地
区居民营养知识及饮食习惯调查报告"每周食用水
产品的人口比例为 #:6:)7"依据 %(#: 年全国渔业
经济统计公报 )9* "贝类年产量占水产品年产量的
%(7"+贝类产业发展分析与展望, )5*中对广西海水
贝类养殖产量统计结果显示牡蛎年产量占贝类年
产量的 "(7"据此得出牡蛎占水产品的比例为
#(7"则食用牡蛎的人口比例为 #6:)7&消费人口
数#a"$根据广西壮族自治区统计局 %(## 年 : 月公
布的广西 %(#( 年第六次全国人口普查主要数据公
报"本研究的评估对象为 " #"56!: 万人 )#(* ’

#%$未加工产品污染率#a:$%即为养殖场及农贸
市场采集的牡蛎样品 Al污染率##!6)%7""’;’:($’

#’$加工的影响 #a)"a## $ %综合本次监测结
果及 Al不耐高温的特性"加工能有效地消除危害
#557$ "但不能保证 #((7的消除危害&但如果生
食的话"则加工过程不仅不能消除危害"还可能因
为开壳过程中存在操作人员的交叉污染"因缺乏
对该环节导致交叉污染率的研究"所以选择 a) 可
选项中最低的危害增加程度即至少增加 #( 倍的
危害’

#!$加工后再污染的概率 #a9$及加工后控制
体系的有效性#a5$%牡蛎在加工后到食用期间"基
本没有控制微生物污染的措施"所以加工后存在再
污染的可能’ 但在本监测中餐饮场所采集的牡蛎
样品未检出 Al"由 Al的污染来源可知"造成再污
染的来源最大的可能是加工人员"除了 Al携带者
外"只有负责生牡蛎开壳的加工人员才有可能被
Al污染"但在很多餐饮场所"牡蛎加工以后一般由
专门的服务员端上餐桌"所以据此估计加工后再污
染的概率为.存在再污染的可能"大概为 #7/’

#"$最初污染量需增加多少倍才致病 #a#($%
Al感染剂量低"#9 d% 9(( 个病毒粒子即可引发感
染 )%/’* ’ 本次监测采用荧光 34/+-3方法检测 Al"

该方法最低检出限为 #(% =OZV"且牡蛎样品在检测
时"回收效率最多能达到 #(7左右"所以最初污染
量只需轻微增加##( 倍$即可致病’
%6’6’$风险评估结果描述

对牡蛎加工后食用和直接生食两种方式分别
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进行 Al感染风险评估"结果显示%加工后食用牡蛎
的风险评分为 !!"属中度风险"预计每人每天患病
的可能性为 ’6%5 h#( k:"预计人群中每年患病的人
数为 ’6#( h#(’ 人"发病率为 :;#( 万&直接生食牡

蛎的风险评分为 :)"属高度风险"预计每人每天患
病的可能性为 ’6%5 h#( k%"预计人群中每年患病的
人数为 ’6#( h#() 人"发病率为 :( (((;#( 万’ 具体
评估结果见表 %’

表 %$牡蛎中诺如病毒风险评估结果
4M\PQ%$3DXY MXXQXX[QEUO>AlDE OVXUQT

风险因素
风险程度

加工后食用 直接生食
a# 危害严重性 轻微危害 轻微危害
a% 人群易感性 人群普遍易感 人群普遍易感
a’ 消费频率 # 次;月 # 次;月
a! 消费人口比例 少数""7#实际调查结果为 #6:)7$ 少数""7#实际调查结果为 #6:)7$
a" 消费人口数量 " #"56!: 万人 " #"56!: 万人
a: 未加工产品的污染率 #!6)%7 #!6)%7
a) 加工的影响 可靠地消除危害#557$ 交叉污染" 至少增加 #( 倍危害
a9 加工后再污染的概率 #7 #7
a5 加工后控制体系的有效性 未控制 未控制
a#( 最初污染量几倍增加引起消费者感染 轻微增加 轻微增加
a## 食用前处理的影响 烹调可消除 557以上 无影响
预计每人每天患病的可能性 ’6%5 h#( k: ’6%5 h#( k%

预计人群中每年患病的人数 ’6#( h#(’ 人 ’6#( h#() 人
风险评分 !! :)

风险等级 中度风险 高度风险

%6’6!$不确定性分析
在对 a) 加工的影响进行评估时"由于缺乏牡

蛎开壳过程导致的交叉污染的研究数据"选择了可
选项中最低的危害增加程度即至少增加 #( 倍的危
害"这可能是造成评估结果不确定性的因素’ 在生
食牡 蛎 的 情 况 下" 因 为 牡 蛎 中 Al 污 染 率 为
#!6)%7"所以由开壳交叉污染导致的危害程度增加
可能会大于 #( 倍’

在对 a9 加工后再污染的概率进行评估时"依
据本研究熟制牡蛎的监测结果进行估计"监测结果
受样品数量及加工方式的影响"结果的代表性不
足"实际加工后再污染的概率估计会高于 #7"需要
后续的专项研究加以证实"这也可能是造成评估结
果不确定性的因素’

’$讨论
Al是引起胃肠炎的重要致病因子"据报道 )##*

人类各年龄段的非细菌性急性胃肠炎疾病中 5"7
是由 Al导致的’ %((:!%((9 年在日本(美国(英
国均出现过 Al引起的大规模的流行暴发"且
%((:(%((9 年在日本和英国发生的 Al暴发经流
行病学调查表明"这两次大规模的暴发流行与消
费者食用 Al污染的贝类有很大相关性 )#%/#"* ’ 近
年来"我国也相继报道因食用被 Al污染的牡蛎后
出现急性胃肠炎的暴发事件"使牡蛎的食用安全
问题倍受关注’ 广西南面临海"建有很多大型牡
蛎养殖场"且牡蛎也是当地群众经常食用的海产

品之一’ 本研究对广西养殖场(农贸市场及餐饮
场所牡蛎样品进行为期一年 Al污染状况的监测"
结果显示 Al的总检出率为 ##6(!7"除餐饮场所
牡蛎样品未检出 Al外"养殖场及农贸市场牡蛎样
品 Al检出率分别为 #"69’7(#%6"(7’ %(##!
%(#% 年梁辉等 )#:*对广东省市售牡蛎中 Al污染状
况进行调查研究"Al总检出率为 #!657"该结果
与本研究检测结果相似’ 养殖场及农贸市场牡蛎
样品中 Al检出率差异无统计学意义"且检出的
Al均为 B$型"说明广西牡蛎 Al污染主要以 B
$型为主"这与广西南宁市腹泻病人 Al感染的监
测结果是一致的"在 %(()!%((9 年广西南宁市成
人腹泻 散发 病 例 中"检 出的 Al中 596’:7 为
B$型 )!* ’ 据此结果推测牡蛎被 Al污染的环节
主要来源于养殖环节’ 从牡蛎的生活习性推断"
养殖环节中水源是一个重要的影响因素’ 牡蛎属
双壳滤食性动物"在滤食过程中需要过滤大量的
海水"牡蛎每小时可过滤海水 %! ,"海水中污染的
Al被特异地富集起来"通过这种富集作用会在短
时间内使牡蛎体内的 Al浓度高出海水几十到上
千倍 )#)* ’ 而海水中 Al的一个很主要的来源就是
城市污水’ 目前尚无北海市污水中 Al的调查数
据"但邓丽丽等 )#9*对南宁市朝阳溪污水中 Al污
染状况调查结果显示"城市污水 Al污染非常严
重"Al总检出率为 #((7"其中 B$型 Al检出率
为 #((7’

3DXY 3MEKQT软件是一款应用于病原微生物/对
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应食品的半定量风险评估软件"主要用于缺乏足够
定量数据的食品中病原微生物初步的风险评估"可
对食品从农场到餐桌某些环节采取一定的措施"由
此导致对应因素的改变及风险级别的变化"从而找
到控制该食品中病原微生物感染的关键点’ 利用
3DXY 3MEKQT软件"对两种食用牡蛎方式进行风险评
估"结果显示%加工后食用牡蛎感染 Al的风险评分
为 !!"为中度风险"预计每年发病率为 :;#( 万&而
直接生食牡蛎感染 Al的风险评分为 :)"为高度风
险"预计每年发病率为 :( (((;#( 万’ 与食用加工
后的熟制牡蛎比较"直接生食牡蛎将风险等级从中
度风险提高至高度风险"发病率上升了 #( ((( 倍’
由此可得出"牡蛎的食用方式是 Al感染风险的关
键因素’

3DXY 3MEKQT软件风险评估结果预计牡蛎加工
后食用导致人群中每年感染 Al的人数为 ’6#( h
#(’ 人"牡蛎直接生食导致人群中每年感染 Al的人
数为 ’6#( h#() 人’ 钟延旭等 )#5*在 %(#’!%(#" 年
广西食源性疾病监测哨点医院腹泻患者 Al感染情
况分析中"## 家哨点医院 "9) 例腹泻患者 Al检测
阳性"暴露食品分析水产品占 !697"依据该数据推
测广西每年因食用水产品感染 Al病例数大约为
! :’: 例#医院总数 "!’ 个 )%(*及估计感染 Al的病
例仅 #(7入院治疗$’ 将依据哨点医院监测数据估
计的发病人数与 3DXY 3MEKQT软件风险评估给出的
发病人数进行比较"发病人数与风险评估中食用加
工后牡蛎的发病人数较为接近"由此可推测目前广
西居民主要以食用加工后的熟制牡蛎为主"直接生
食牡蛎的人群比例比较小’ 但实际情况有待进一
步调查’

综上所述"养殖场是牡蛎 Al污染的主要环节"
牡蛎食用前的加工是预防 Al感染的有效措施’ 从
养殖环节开始"重视养殖环境的选择与优化"从源
头上控制污染"尽可能避开城市污水的污染&同时
加大宣传力度"使人们养成良好的饮食习惯"不生
食牡蛎"食用前应彻底加热熟制"厨房用品注重生
熟分开"避免交叉污染"从而有效地预防和控制食
用牡蛎引起的 Al胃肠炎疾病的发生’
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